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RESUMO

CARRASCAL, Erly Luisana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2012.
Efeito do resfriamento e da associacdo de crioprotetores, penetrantes, nao
penetrante e acido ascOrbico na qualidade de foliculos pré-antrais bovinos
vitrificados. Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres. Coorientadores: Giovanni
Ribeiro de Carvalho e Eduardo Paulino da Costa.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do resfriamento e da associagéo de
crioprotetores penetrantes e ndo penetrante acrescido de acido ascorbico na qualidade de
foliculos pré-antrais (FOPAS) bovinos vitrificados. Para isso, foram realizados dois
experimentos. No experimento I, foi estudada a morfologia dos FOPAs apds
resfriamento seguido de vitrificacdo. Ovarios (n=10) foram coletados de cinco novilhas
mesticas de 14 a 16 meses de idade. No laboratorio, 22 fragmentos ovarianos foram
retirados da regido cortical, os quais foram distribuidos: dois para controle fresco (zero
hora), sendo imediatamente fixados para andlise histoldgica, e 20 fragmentos resfriados
a 4 °C por quatro e 24 horas em meio TCM-199+HEPES e antibiéticos. Dos 20
fragmentos resfriados, quatro foram fixados como controle 4 e 24 horas (dois
fragmentos cada) e os 16 restantes foram distribuidos em quatro tratamentos de
vitrificacdo para cada tempo de resfriamento, respectivamente: Tratamentos V4a e
V24a: TCM-199 + Etilenoglicol (EG) 1,5M + Dimetilsulfoxido (DMSO) 1,5M;
Tratamentos V4b e V24bh: TCM-199 + DMSO 1,5M + EG 1,5M + sacarose (SAC)
0,5M; Tratamentos V4c e V24c: TCM-199 + DMSO 15M + EG 1,5M + Acido
Ascorbico (AA) 0,1 mM/L e tratamentos V4d e V24d: TCM-199 + DMSO 1,5M + EG
1,5M + SAC 0,5M + AA 0,ImM/L. Apos a vitrificagdo, os fragmentos permaneceram
armazenados em Nitrogénio Liquido por trés dias, e posteriormente aquecidos em
solucBes decrescentes de SAC e fixados para histologia classica. No experimento 11, foi
estudada a viabilidade dos FOPAs apos resfriamento seguido de vitrificagdo pela
coloracdo Azul de Trypan (AT). Ovarios bovinos (n=10) foram coletados, fragmentados
e distribuidos nos quatros tratamentos conforme descrito no experimento I, os quais
foram posteriormente submetidos ao isolamento folicular mecé&nico para andlise da
viabilidade. A variavel morfologia foi avaliada pelo Teste SNK e a viabilidade foi
analisada pelo teste Qui-quadrado com nivel de significancia de 5%, ou pelo Teste
Exato de Fisher quando o nimero de repetices foi menor que 30 foliculos. Ndo houve

diferencga na percentagem de foliculos morfologicamente normais entre o grupo controle

xii



fresco e o grupo controle 4 h (99,3% e 96,0% respectivamente; P>0,05). Entretanto,
houve reducdo da integridade morfolégica dos FOPAs apds 24 h de resfriamento
(controle 24 h: 86%; P<0,05). Apos a vitrificacdo, houve uma reducdo da integridade
morfologica e viabilidade folicular em todos os tratamentos em relacdo aos controles
resfriados (P<0,05). No entanto, o tratamento V4c manteve a viabilidade folicular
semelhante ao controle 24 h (P > 0.05). Este mesmo tratamento (\V4c) mostrou maior
capacidade de preservacdo em relacdo aos demais tratamentos de vitrificagdo (P<0,05).
Em conclusdo, FOPAs inclusos no tecido ovariano bovino conservam a morfologia
eficientemente quando sdo resfriados a 4 °C por até quatro horas em meio TCM-
199+HEPES+Antibidticos. Além disso, a associacdo dos agentes crioprotetores
penetrantes DMSO / EG, com o0 agente antioxidante AA melhora as taxas de

sobrevivéncia e mantém a integridade morfoldgica durante a vitrificacao.
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ABSTRACT

CARRASCAL, Erly Luisana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012.
Cooling effects and association of penetrant, non-penetrant cryoprotectors and
ascorbic acid on the quality of vitrified bovine preantral follicles. Advisor: Ciro
Alexandre Alves Torres. Co-advisors: Giovanni Ribeiro de Carvalho and Eduardo
Paulino da Costa.

The present study aimed to evaluate the cooling effects and association of penetrant,
non-penetrant cryoprotectors and ascorbic acid on the quality of vitrified bovine
preantral follicles (FOPASs). Two experiments were conducted. In experiment I, the
morphology of FOPAs after cooling followed by vitrification was studied. Ovaries were
collected (n=10) from five crossbred heifers aged of 14 to 16 months. At the laboratory
22 ovarian fragments were taken from the cortical region and distributed as followed:
two fragments for fresh control (zero hour) submitted to histological analysis and 20
fragments cooled at 4 °C for four and 24 hours in TCM-199+HEPES+Antibiotics
medium. From the 20 fragments cooled, four were fixed as control 4 and 24 hours (two
piece each) and the remaining 16 fragments were distributed in four vitrification
treatments for each cooling time, respectively: Treatments V4a and V24a: TCM-199 +
dimethyl sulfoxide (DMSO) 1.5M + Ethylene glycol (EG) 1.5M; Treatments V4b and
V24b: TCM-199 + DMSO 1.5M + EG 1.5M + sucrose (SUC) 0.5M; Treatments V4c
and V24c: TCM-199 + DMSO 1.5M + EG 1.5M + Ascorbic Acid (AA) 0.1 mM/L and
treatments V4d and V24d: TCM-199 + DMSO 1.5M + EG 1.5M + SUC 0.5M + AA
0.1mM/L. After being vitrified, fragments were stored in liquid nitrogen for three days.
Fragments were then heated in solution of decreasing SUC and fixed for histology. In
experiment 11, the viability of FOPAs after cooling followed by vitrification by Trypan
Blue staining (AT) was studied. Bovine ovaries (n = 10) were collected, fragmented and
distributed as described in the first experiment, subsequently submitted to mechanical
follicular isolation for analysis of viability. The morphology variable was evaluated by
SNK test and viability was analyzed by Chi-square Test at 5% probability or the Fisher
Exact Test when the number of repetitions was less than 30 follicles. There was no
difference in percentage of morphologically normal follicles between fresh control
group and control group cooled for 4 h (99.3% and 96.0% respectively; P>0.05),
nevertheless, there was reduction of FOPAs morphological integrity of control cooled
for 24 h (86%; P<0.05). After vitrification, there was reduction (P<0.05) of normal
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morphology in all treatments when compared with cooled control groups. On the other
hand, the viability analysis showed that VV4c treatment were not significantly different
when compared with control 24h treatment and, together V24c treatment, showed
higher capacity of morphological preservation of FOPAs than other treatments
(P<0.05), indicating that AA can reduce the toxic and osmotic damages caused by
cryopreservation procedure. In conclusion, FOPAs included in the ovarian bovine tissue
conserve the morphology efficiently when cooled to 4 °C for 4 hours in TCM-199 +
HEPES + Antibiotics and, the association of permeable cryoprotectants DMSO and EG
with the antioxidant AA improves survival rates and maintain the morphologic integrity
during the vitrification.
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1. INTRODUCAO

A evolucdo da produtividade esta diretamente associada ao processo tecnolégico
e cientifico, resultado do desenvolvimento de varias biotecnologias ligadas a reproducéao
animal (RENESTO, 2004). Tais biotécnicas, vém sendo aprimoradas com o intuito de
aumentar a eficiéncia reprodutiva de animais geneticamente superiores, visando
otimizar o material genético para obten¢do do maior nimero de descendentes, em um
curto periodo de tempo.

Apesar de todo o avanco alcancado, a producdo de embrides a partir de fémeas
de alto valor zootécnico pode ser ainda mais eficiente com a Manipulacdo de Odcitos
Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-antrais — MOIFOPA, especialmente quando se
leva em consideragdo que o ovario dos mamiferos contém milhares de odcitos, sendo a
grande maioria inclusa em foliculos pré-antrais, e que apenas uma infima proporgéo
destes é ovulada. Esta biotécnica visa o resgate de foliculos pré-antrais do ambiente
ovariano e posterior armazenamento ou cultivo in vitro destes foliculos até a maturacéo
(FIGUEIREDO et al., 2008), evitando assim, a morte folicular que ocorre naturalmente
in vivo. Devido a ineficacia dos meios de cultivo em manter a viabilidade e o
crescimento folicular in vitro, a criopreservacao de foliculos pré-antrais (FOPAs) pode
ser empregada como uma importante ferramenta para a preservagdo da morfologia e
viabilidade folicular em baixas temperaturas até o momento de sua utilizag&o,
permitindo a formacéo de bancos de germoplasma de animais de alto valor zootécnico
(SANTOS et al., 2007).

Os FOPAs ja isolados ou inclusos no tecido ovariano possuem duas opgdes de
conservacao, uma de curto prazo, que € o resfriamento, e outra op¢do de longo prazo, a
criopreservacao. O resfriamento possibilita a diminuicdo do metabolismo dos odcitos,
minimizando o gasto de energia e retardando o processo de degeneracdo (ROY &
TREACY, 1993), o que € essencial para preservar a viabilidade dos FOPAs durante o
transporte ou o preparo dos procedimentos de rotina no laboratorio. A criopreservagao
pode ser realizada por dois métodos: a congelagdo lenta e a vitrificacdo. O processo de
vitrificacdo diferencia da congelacéo lenta, pois emprega altas concentracfes de agentes
crioprotetores (ACP), proporcionando viscosidade a solucdo de vitrificagdo a um valor
suficientemente alto para comportar-se como um sélido amorfo, porém sem

cristalizagdo (CHIAN et al., 2004). E considerado um método rapido e relativamente



barato, visto que, ndo requer equipamento especial como o freezer programavel
(FAUSTINO et al, 2010). No entanto, é conhecido que todo processo de
criopreservacao provoca danos a estrutura celular consequente da formacéo de espécies
reativas ao oxigénio (ROS) que provocam peroxidacéo lipidica (FREI et al., 1989), o
que reforga a necessidade de adicionar substancias a0 meio para minimizar o estresse
oxidativo.

Varios trabalhos tém mostrado a utilizacdo da vitrificagdo para a criopreservacao
de tecido ovariano em diferentes espécies (Bovinos: BICALHO & LUNA, 2008; LUNA
et al., 2008a; KAGAWA et al, 2009; BAO et al. 2010; JIMENEZ, 2010; Camundongos:
DELA PENA et al., 2002; CHEN et al., 2006; CHOI et al., 2008; Caninos: ISHIJIMA et
al., 2006; Suinos: MONIRUZZAMAN et al., 2009; Ovinos: AL-AGHBARI &
MENINO, 2002; BORDES et al., 2005; Caprinos: SANTOS et al., 2007 ¢ Humanos:
ISACHENKO et al., 2003; RAHIMI et al., 2003). No entanto, apesar de grandes
avancos ja terem sido relatados, como o nascimento de animais ap6s o enxerto de tecido
ovariano previamente vitrificado (DELA PENA et al., 2002; AL-AGHBARI &
MENINO, 2002; BORDES et al., 2005) na maioria dos estudos, a viabilidade folicular
ainda permanece inferior a do tecido fresco, limitando o sucesso da criobiologia.
Baseado nisso, faz-se necessario o desenvolvimento de protocolos de criopreservagdo
gue mantenham a sobrevivéncia folicular e a integridade no tecido ovariano.

Objetiva-se no presente trabalho avaliar o efeito do resfriamento e da associagédo
de crioprotetores penetrantes e ndo penetrante acrescido de acido ascorbico na qualidade
de foliculos pré-antrais bovinos vitrificados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O ovério dos mamiferos

O ovério, a gbnada feminina, desempenha funcdo enddcrina (producéo e liberaco
de hormonios esterdides e diversos peptideos) e funcdo exdcrina ou gametogénica
(producéo e liberagédo de o6citos), a qual é exercida pela interacdo entre dois fen6menos
que ocorrem no ovario: a oogénese e a foliculogénese (SAUMANDE, 1991).

O ovaério dos mamiferos é bastante heterogéneo e é constituido por duas regifes
distintas: uma regido mais interna denominada medular, constituida de tecido
conjuntivo frouxo, contendo nervos, vasos sanguineos (muito irrigada) e linfaticos,
responsavel pela nutricdo e sustentacdo do ovério; e outra regido mais externa e
funcional do 6rgdo denominada cértex, onde se encontram os foliculos pré-antrais,
antrais, corpo luteo e corpus albicans (FERREIRA, 2010). De uma forma mais
detalhada o cortex ovariano é revestido por um epitélio que contém uma camada Unica
de células cuboidais. Abaixo do epitélio esta a tunica albuginea, constituida de tecido
conjuntivo, fibroblastos, colageno e fibras reticulares (SILVA et al, 2004) que € seguida
por uma grande massa de foliculos pre-formados durante a vida embrionaria da fémea,
em diferentes estadios de desenvolvimento (GONZALEZ, 2002) representado na Figura
1.

Foliculo Foliculo
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Epitélio

Foliculos Foliculo Germinativo
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Albicans .
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Figura 1. Representacdo esquematica do ovario mamifero e suas principais estruturas
(LIMA, 2012).



2.2 Foliculos ovarianos, classificacéo e caracterizagao estrutural

O foliculo ¢ considerado a unidade morfoldgica e funcional do ovario mamifero,
sendo composto por um odcito circundado por células da granulosa e da teca, cuja
funcdo é proporcionar um ambiente ideal para o crescimento e matura¢do do odcito
(CORTVRINDT & SMITZ, 2001). Durante a foliculogénese, processo de formacéo,
crescimento e maturacdo folicular, a morfologia folicular é alterada, visto que o odcito
cresce e as células circundantes se diferenciam (BRISTOL-GOULD & WOODRUFF,
2006). Os foliculos podem ser classificados de acordo com seu grau de evolucéo,
namero de camadas de células da granulosa (CG), desenvolvimento das camadas de
células tecais, posi¢cdo do oocito dentro do cumulus oophorus circunjacente e presenca
do antro (FERREIRA, 2010). Comumente os foliculos podem ser divididos em: 1)
foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios, que abrangem os foliculos primordiais, transigéo,
primérios e secundarios e 2) foliculos antrais ou cavitarios, compreendendo os foliculos
terciarios, de De Graaf ou pré-ovulatorio (HULSHOF et al., 1994). Os foliculos
primordiais contém um o0cito circundado por uma unica camada de células com
morfologia pavimentosa (FORTUNE, 2003). Estéo localizados na regido da periferia do
cortex do ovario e correspondem a 95% de toda a populacéo folicular presente no ovério
(FIGUEIREDO et al., 2008). Durante a vida fetal, a formacao dos foliculos primordiais
em ovarios bovinos é observada aos 120 dias (RUSSE, 1983). Segundo Munhoz e Silva
(2008), o foliculo primordial bovino possui em média 5,5 CG, diametro folicular de
36,5 um e um didmetro do odcito de 29,1um. Apo6s a formacdo dos foliculos
primordiais, alguns podem ser estimulados a crescer imediatamente ou, na maioria
destes, as células da pré-granulosa param de se multiplicar e entram num periodo de
quiescéncia até receberem sinais para entrar no pool de crescimento (McGEE &
HSUEH, 2000).

A transicdo do est&dio primordial para primario pode ser prolongada e foliculos
com CG de morfologia pavimentosa e cubica sdo frequentemente observados, sendo
classificados por alguns autores como foliculos de transicdo (FORTUNE, 2003).
Quando o odcito é circundado por uma camada completa de CG de morfologia cubica,
os foliculos passam a ser denominados primarios (GOUGEON & BUSSO, 2000).
Durante o crescimento destes foliculos, as CG sofrem proliferacdo e ha aumento do

odcito em tamanho e conteudo protéico (PICTON et al., 1998). Em bovinos, o



aparecimento de foliculos primarios, em fetos, ocorre aos 140 dias de gestacdo (RUSSE,
1983) e possuem 41,3um de didmetro, o odcito 34,8um de didmetro, e em média, 0
namero de CG é 12,9 (MUNHOZ & SILVA, 2008).

Os foliculos secundérios sdo formados quando duas ou mais camadas de CG se
desenvolvem e as células da teca podem ser evidenciadas do estroma circundante, e com
o desenvolvimento desses foliculos inicia-se a formagdo da zona pellcida (LUCCI et
al., 2001). Além disso, as CG apresentam uma extensa rede de juncdes do tipo gap, que
sdo canais entre membranas que permitem a passagem de nutrientes, ions inorganicos,
mensageiros e pequenos metabolitos entre as células (KIDDER & MHAWI, 2002). O
nacleo do odcito assume uma posicdo excéntrica e as organelas comegam a mover-se
para a periferia (LUCCI et al., 2001). Os foliculos secundarios sdo observados em
ovarios de fetos bovinos aos 210 dias de gestacdo (ERICKSON, 1966) e possuem um
didmetro de 81 um e 49,5 um de diametro odcitario (FORTUNE, 2003).

Com o crescimento dos foliculos secundérios e organizacdo das CG em varias
camadas, ocorre a formacao de uma cavidade repleta de liquido denominada antro. A
partir deste estagio, os foliculos passam a ser denominados terciarios ou antrais. A
formacgdo dos foliculos antrais em bovinos é observada aos 230 dias de gestagdo
(RUSSE, 1983) e o diametro atinge entre 130 e 250 um (FORTUNE, 2003). O fluido
antral pode servir como uma importante fonte de substancias reguladoras derivadas do
sangue ou secrecOes das células foliculares, gonadotrofinas, esteroides, fatores de
crescimento, enzimas, proteoglicanas e lipoproteinas. Durante o desenvolvimento
folicular, a producdo de fluido antral é intensificada pelo aumento da vascularizagdo
folicular e permeabilidade dos vasos sanguineos, os quais estdo fortemente relacionados
com o aumento do foliculo antral (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). O
desenvolvimento dos foliculos antrais é caracterizado por uma fase de crescimento,
recrutamento, selecdo e dominéncia, sendo a formacéo de foliculos pré-ovulatorios
(Gltimo estddio de desenvolvimento folicular) um pré-requisito para a ovulacdo e
formacéo do corpo luteo, bem como manutencdo da fertilidade (DRUMMOND, 2006).
O foliculo pré-ovulatério € caracterizado por um odcito circundado por CG
especializadas que sdo denominadas de células do cumulus. As CG de foliculos pré-
ovulatérios param de se multiplicar em resposta ao LH e iniciam o processo final de
diferenciacdo. A ovulacdo ocorre em resposta ao pico de LH. Em todas as espécies, a
formacdo de foliculos pre-ovulatérios ocorre geralmente durante a puberdade
(DRIANCOURT, 2001).



2.3 Populacéo e atresia folicular

O estoque finito e ndo renovavel dos odcitos ou células germinativas €
considerado como uma premissa basica da fisiologia da reproducdo. O declinio
progressivo do numero de o6citos ao longo da vida pds-natal ocorre principalmente por
mecanismos apoptoticos, e na senilidade, a auséncia de células germinativas nos ovarios
apresenta-se como fendbmeno amplamente aceito (SENEDA & BORDIGNON, 2007).

Em muitos mamiferos, a populacao folicular ovariana é estabelecida ainda na
vida intra-uterina (primatas e ruminantes: KNIGHT & GLISTER, 2006) ou em um
curto periodo de tempo apds o nascimento (roedores: OJEDA et al., 2000). Os foliculos
pré-antrais representam 90% da populacao folicular e constituem o estoque definitivo
dos gametas femininos. No entanto, alguns estudos tém sugerido a formacgédo de novas
células germinativas em mulheres (BUKOVSKY et al., 2004) e camundongas adultas
(JOHNSON et al., 2005). Independente disso, a populagdo folicular ovariana difere
entre as especies, além de ser observada uma forte variacdo individual. O numero de
foliculos pré-antrais por ovario varia entre as espécies, sendo de aproximadamente
1.500 em camundongas (SHAW et al., 2000a), 33.000 em ovelhas (AMORIM et al.,
2000), 35.000 em cabras (LUCCI et al., 1999), 2.000.000 em mulheres (ERICKSON,
1986) e 235.000 em vacas (BETTERIDGE et al., 1989).

Em bovinos, o nimero de foliculos que uma fémea ira dispor ja € determinado
antes do nascimento. Aos 110 dias de gestagdo, o numero médio de foliculos nos
ovarios de um feto é de, aproximadamente 2,7 milhGes, decrescendo até o nascimento
para cerca de 130.000 foliculos pre-antrais (ERICKSON, 1986). Segundo Webb e
Campbell (2008), a bezerra nasce com um total de 100.000 a 250.000 foliculos
primordiais nos ovarios, reservas que declinam com a idade, caindo para cerca de 3.000
entre 15-20 anos de idade (ERICKSON, 1966; WEBB & ARMSTRONG, 1998). J&
para Hanzen et al. (2000), na vaca, o estoque € de + 235.000 e depende da raca, idade,
nivel hormonal e condi¢édo reprodutiva, com a reducéo para 40.000 entre dois e trés anos
e 2.500 aos 12-14 anos. A tabela 1 mostra o nimero de foliculos primordiais nos

ovarios de bovinos em funcéo da idade do animal.



Tabela 1. Namero de foliculos primordiais nos ovarios de bovinos em funcdo da idade

do animal.
IDADE DO ANIMAL FOLICULOS PRIMORDIAIS (N)
Nascimento 150.000 - 235.000
Trés meses 75.000 - 100.000
Dois a quatro anos 20.000 - 70.000
Quinze a vinte anos 2.500 - 3.000

(Fonte: FERREIRA, 2010)

Apesar desta grande populacdo folicular presente no ovario, a maioria destes
(cerca de 99,9%) néo chega a ovulagdo, morrendo por um processo denominado atresia,
0 qual pode ocorrer por via degenerativa (SAUMANDE, 1991) e/ou apoptotica
(HUSSEIN, 2005). A degeneracdo pode ser observada quando ocorrem alteragfes no
fornecimento de oxigénio e nutrientes para o ovario. Nesta situacao, a isquemia pode ser
uma das principais causas do desencadeamento da morte folicular (FARBER, 1982),
resultando em alteragcbes na permeabilidade da membrana celular. Essas alteracdes
podem levar ao aumento de &gua intracelular e do volume das células, vacuolizacdo
citoplasmatica e, consequentemente, degeneracdo (BARROS et al., 2001). Ja a apoptose
¢ um processo de morte celular individual e ativo, caracterizado pela fragmentacédo
nuclear e pela formacéo de corpos apoptéticos (RACHID et al., 2000).

Segundo Hirshfield (1989), um foliculo atrésico pode ser identificado pela
presenca de picnose e/ou apoptose das células da granulosa e/ou alteracOes
degenerativas do odcito. A atresia reduz de maneira significativa o nimero de oécitos
potencialmente ovulaveis, reduzindo, consequentemente, 0s 00citos viaveis durante a
vida reprodutiva de um animal (FIGUEIREDO et al., 2002). A progressao da apoptose
em foliculos ovarianos é dependente de uma regulacdo cooperativa de diferentes fatores
enddcrinos, paracrinos e autocrinos, e € possivel que nenhum desses fatores,
isoladamente, seja essencial para o controle do crescimento folicular ou atresia. E mais
provavel que o balanco entre os fatores que promovem a sobrevivéncia e aqueles que
induzem a apoptose estabeleca se um determinado foliculo continuard o seu
desenvolvimento ou sofrera atresia (HSU & HSUEH, 2000).

Em mulheres também pode ocorrer a perda folicular em decorréncia de fatores

externos como tratamentos de radio e/ou quimioterapia. A ionizagdo ocasionada pela



radiacdo resulta em efeitos adversos nos ovarios, em todas as fases do desenvolvimento
folicular, sobretudo em foliculos primordiais. As altas doses de radioterapia utilizadas
em tratamentos contra o cancer podem resultar em faléncia ovariana prematura e
deplecdo da reserva de foliculos primordiais, ocasionando esterilidade. Quanto a
quimioterapia, todas as drogas quimioterdpicas atuam interrompendo processos
celulares vitais e cessando ciclo de proliferacdo celular normal (MALTARIS et al.,
2009).

2.4 Conservacao de foliculos pré-antrais

Para evitar a perda folicular que ocorre naturalmente in vivo, seja por atresia ou
apoptose, vem sendo desenvolvida a biotécnica de Manipulagdo de Odcitos Inclusos em
Foliculos Pré-antrais, a MOIFOPA, que visa recuperar os foliculos pré-antrais do
ambiente ovariano e posteriormente conserva-los por longos periodos de tempo, pelas
técnicas de criopreservagdo, até 0 momento que possam ser cultivados in vitro até a
completa maturacéo (FIGUEIREDO et al., 2008). Os foliculos pré-antrais ja isolados ou
inclusos no tecido ovariano possuem duas opgOes de periodos de conservacao, uma de
curto prazo, que € o resfriamento, e outra opcdo de longo prazo, que se trata da

criopreservacao.

2.4.1 Resfriamento

O resfriamento causa a reducdo da temperatura tecidual, a qual proporcionara ao
tecido uma diminuicdo do metabolismo celular reduzindo, consequentemente, o
consumo de energia, retardando o processo de degeneracdo. Por isso, o resfriamento é
utilizado principalmente para viabilizar o transporte dos foliculos ovarianos de locais
distantes dos laboratorios, sendo fundamental o desenvolvimento de protocolos
adequados, que permitam a manutencdo da sobrevivéncia folicular por maior tempo sem
alterar a funcéo dos foliculos. Geralmente, animais de alto valor genético encontram-se
em locais distantes de laboratorios especializados, e quando ha necessidade da coleta de
material germinativo deste animal faz-se necessario um protocolo adequado para o
transporte, de forma que minimize os danos durante o transporte (PLACIDO, 2009).

O transporte dos ovarios pode ser realizado em meios de composic¢do simples,
como o soro fisiologico ou solugdo tampdo (LUNA & MUNHOZ, 2008b), solugédo



salina 0,9% (LUCCI et al., 2004b) ou solucGes ricas em nutrientes, como o0 TCM-199
(COSTA et al., 2005). O meio TCM-199 tem sido largamente empregado com sucesso
no cultivo in vitro de embrides, oocitos oriundos de foliculos antrais e pré-antrais, bem
como na conservacao de foliculos pré-antrais caprinos, ovinos e bovinos (CELESTINO
et al., 2007). A qualidade dos foliculos recuperados destes ovarios depende entdo do
meio utilizado, da temperatura empregada e do tempo gasto. Em geral o resfriamento
ovariano ¢ feito a 4 °C ou 20 °C, para que haja a manutenc¢éo da estrutura morfologica
normal do foliculo. Essas temperaturas foram usadas para conservacao de foliculos pre-
antrais de bovinos (CELESTINO et al., 2007), ovinos (ANDRADE et al., 2001),
caprinos (CARVALHO et al., 2001) e suinos (LUCCI et al., 2007).

2.4.2 Criopreservacgao

Criopreservar células germinativas femininas tem como finalidade manter a
viabilidade reprodutiva de fémeas por longos periodos de tempo. Segundo Borges
(2009b), é possivel criopreservar o6citos maturos, imaturos puncionados de foliculos
antrais ou imaturos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (isolados ou em
fragmentos de tecido ovariano). Os o0citos imaturos presentes no interior dos foliculos
pré-antrais parecem ser mais resistentes ao processo de criopreservacdo que 00citos
maturos, por diversas caracteristicas, das quais, pode-se destacar: a) o0 pequeno tamanho
do odcito; b) baixa taxa metabdlica; c) estadio do ciclo celular (profase I); d) pequeno
numero de células de suporte; e) auséncia de zona pelucida; f) auséncia de granulos
corticais e g) pequena quantidade de lipidios intracitoplasmaticos (SHAW et al., 2000a;
KAGAWA et al., 2009).

A criopreservacdo € uma importante ferramenta para a formacdo de bancos de
germoplasmas, permitindo: a) o melhoramento animal, onde um grande numero de
caracteristicas genéticas seja confrontado ao longo do tempo; b) exportacdo e
importacdo de espécies e ragas de interesse zootécnico ou zooldgico (REICHENBACH
et al., 2002); c) facilitacdo na permuta mundial de germoplasma, programas de
pesquisas e preservacdo de espécies em extingdo (GUNASENA et al., 1997; HAFEZ,
2004); d) preservacdo de fertilidade e funcdo endocrina em mulheres de idade avangada
ou que serdo submetidas ao tratamento de cancer com medicagfes toxicas as gonadas,

por meio da conservagdo prévia de tecido ovariano (LEE et al., 2001).



2.4.2.1 Principios basicos da Criopreservacéo

A criopreservacdo consiste na conservacdo de material bioldgico a temperaturas
ultra-baixas, pela exposicdo desse material ao vapor de nitrogénio liquido
(aproximadamente -150°C) ou, mais comumente, mergulhando-o no proprio nitrogénio
liquido (-196°C; MAZUR, 1980). Os unicos estados fisicos existentes abaixo de
aproximadamente —130°C s&@o o estado cristalino ou o estado vitreo e, em ambos, a
viscosidade é muito elevada, a difusdo € considerada insignificante (dependendo do
tempo de armazenamento), a energia cinética molecular é muito baixa e reacfes
metabdlicas impulsionadas por energia térmica ocorrerdo muito lentamente ou serdo
paralisadas completamente (KARTHA, 1985). Portanto, a temperatura do nitrogénio
liquido, pode manter a viabilidade das células e 0 armazenamento pode ser estendido
por muitos anos sem alterar a estabilidade genética (STUSHNOFF & SEUFFERHELD,
1995). Entretanto, para que isso seja possivel mesmo apds longos periodos de
conservacao, alguns fatores essenciais para a sobrevivéncia das células devem ser
levados em consideracdo, tais como escolha do tipo e da concentracdo de agentes
crioprotetores, taxa de redugdo da temperatura de congelamento, manutencdo da
temperatura de estocagem, escolha do procedimento de descongelamento e técnicas

utilizadas para assegurar a remocao do crioprotetor (GORDON, 1994).

2.4.2.2 Agentes crioprotetores

Agentes crioprotetores sdo solventes organicos utilizados individualmente ou em
associacdo que atuam protegendo a celula ou o tecido contra desidratacéo, resfriamento
e danos causados pela reducdo extrema da temperatura (GUYADER-JOLY, 1998;
SANTOS et al., 2008), além disso, podem moderar os efeitos letais da concentragdo de
soluto extracelular, gelo intracelular e gelo na matriz dos tecidos (ELMOAZZEN et al.,
2005).

Os agentes crioprotetores podem ser alcoois, agucares, amido e grandes
polimeros, que podem atuar por diferentes mecanismos (FULLER & PAYNTER, 2004;
ACKER, 2007), e de acordo com o tamanho da molécula podem ser classificados como
penetrantes ou ndo penetrantes. Dentre os crioprotetores penetrantes mais empregados
para a criopreservacdo de embribes, oocitos e tecido ovariano estdo o glicerol (GLY),
dimetilsulfoxido (DMSO), propanodiol (PROH) e etilenoglicol (EG) (Wanderley,
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2010), porém, no que diz respeito aos crioprotetores ndo penetrantes tem-se agucares
como galactose, glicose, sacarose, trealose, e macromoléculas tais como,
polivinilpirrolidona, alcool polivinilico, hialuronato de sddio, albumina sérica bovina e
Ficoll 70 (BORGES, 2009a).

Os crioprotetores penetrantes sao substancias que possuem baixo peso molecular
e agem por meio de diferentes mecanismos, como: (1) interagdo na dindmica dos
microfilamentos e microtubulos celulares (DOBRINSKY, 1996); (2) reducdo do ponto
de congelacdo da solucdo; (3) aumento da viscosidade do meio; (4) reducdo da
concentracdo de eletrdlitos intra e extracelulares durante a criopreservacdo (Santos et
al., 2008); (5) substituicdo parcial das moléculas de &gua das células (RALL et al.,
1984) e (6) ligacdo ao hidrogénio da agua presente no meio intracelular (JAIN &
PAULSON, 2006). Cada crioprotetor tem mecanismos proprios de acdo, porém, seus
efeitos séo, geralmente, estabilizar membranas celulares, produzir desidratacdo parcial
das células e diminuir o ponto de fusdo do sistema (CABODEVILA & TERUEL, 2001;
PICTON et al.,, 2000 ). Os crioprotetores penetrantes possuem diferentes pesos
moleculares GLY=92,09 KDa, EG=62,07 KDa, PROH=76,09 KDa, DMS0O=78,13 KDa
e devido a essas diferencas sdo observadas diferentes velocidades de penetragéo nas
células. Por exemplo, o baixo peso molecular do EG em relacdo ao DMSO, GLY e
PROH, possibilita maior penetracdo nas células durante curto periodo de exposicéo,
prevenindo a ocorréncia de injurias celulares de origens toxica e osmética (SHAW et
al., 2000a). Na criopreservacao do tecido ovariano, os estudos sugerem que o DMSO e
EG sdo os crioprotetores que causam menos danos aos o0citos e foliculos pré-antrais em
bovinos (LUCCI et al., 2004a, CELESTINO et al., 2008) em funcdo de sua facil
permeabilidade no tecido.

No que se refere aos crioprotetores ndo penetrantes, estes sdo moléculas com
grandes dimensdes que ndo penetram na membrana celular (HOVATTA, 2005), porém,
a protegem por intermédio da sua ligagdo as cabecas dos grupos fosfolipidicos
membranarios (SANTOS et al., 2008). Além disso, agem reduzindo o choque osmadtico,
controlando a entrada de agua na célula (SHAW et al., 2000b) levando a desidratacédo
celular antes de congelamento. A sacarose € utilizada com frequéncia e age como um
tampdo osmotico contra o estresse causado durante a adigdo e remocdo do crioprotetor
penetrante (MANDELBAUM et al., 1988), entretanto, seu uso ainda é discutido na
literatura. Cortes e Rodrigues (2000) observaram em embrides de camundongo

vitrificados com a adicdo de 0,3 M de sacarose na solugédo de EG, que ndo foram
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alteradas as taxas de sobrevivéncia dos embribes quando comparado ao grupo sem
adicéo de sacarose. Em murinos, a sacarose foi utilizada como crioprotetor extracelular
para foliculos pre-antrais com sucesso, especialmente quando combinada com EG
(SALEHNIA, 2002). Com relacdo a odcitos humanos, Chen et al. (2004) utilizaram o
crioprotetor PROH adicionado de sacarose 0,1 M e observaram uma taxa de 75% de
sobrevivéncia folicular, Bianchi et al., (2005) relataram uma alta taxa de sobrevivéncia
de 83% quando sacarose a 0,3 M foi adicionada ao mesmo crioprotetor. Em bovinos,
Bicalho e Luna (2008) avaliaram a viabilidade de foliculos pré-antrais usando o
crioprotetor EG com ou sem sacarose apds o processo de vitrificagdo e concluiram que a
sacarose nao confere protecdo aos foliculos e sugeriram ainda que seu uso seja
desnecessario no processo de criopreservacao. Bao et al., (2010) relataram normalidade
na morfologia de foliculos secundarios vitrificados em solucGes de sacarose em relacao
aos vitrificados sem sacarose que se apresentavam com retracdo oOcitaria e citoplasma
anormal, enquanto foliculos primordiais vitrificados sem sacarose mantiveram sua

morfologia.

2.4.2.3 Métodos de congelamento

O processo de criopreservacdo de ceélulas e/ou tecidos, em geral, pode ser
realizado por dois métodos: congelamento lento, também denominado convencional, e
vitrificacdo. No congelamento lento, a reducdo da temperatura ocorre de maneira
gradual controlada por um freezer programével (NAIK et al., 2005), utilizando baixas
concentracdes de crioprotetores (PAYNTER et al., 1999) geralmente 15 M
(PAYNTER, 2000), por um periodo que pode variar de 20 (RODRIGUES et al., 2004) a
60 min. (CANDY et al., 1997). Nesse método, o material é resfriado lentamente a uma
taxa de 2 °C/min. até -4 a -9 °C, mantendo-se nessa temperatura por um curto periodo
(10 a 15 minutos) para a estabilizagdo térmica e realizacdo do seeding, o qual previne o
super-resfriamento e a extrema desidratacdo celular (OKTAY et al., 2001). Em seguida,
a amostra passa a ser resfriada a taxas ainda mais baixas, geralmente -0,3 °C/min e,
visto que a desidratacdo celular é suficientemente atingida (entre -30 a -80 °C), o
material é imerso e estocado em nitrogénio liquido (-196 °C). Apds a estocagem, deve
ser realizada o descongelamento das amostras, seguida da remocdo do agente
crioprotetor, por uma ou sucessivas lavagens (SANTOS et al., 2008) do material
bioldgico.
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Diferentemente do congelamento lento, a vitrificagédo envolve a exposicdo do
material bioldgico a altas concentraces de agente crioprotetor (geralmente entre quatro
e seis molares) por um curto periodo de tempo (25 segundos a cinco minutos), a
temperatura ambiente. Como consequéncia, a agua passa do estado liquido para um
estado vitreo, considerado um sdlido amorfo, sem exposicdo ao estagio cristalino
(RALL & FAHY, 1985), ou seja, ndo se observa a formagdo de cristais de gelo
(YEOMAN et al., 2005; Figura 2).

Congelagio Lenta

Vitrificacdo

Figura 2. Representacdo esquematica da organizacdo molecular em estado liquido (A),
estado sélido formado na congelagéo lenta (B), e estado vitreo caracterizado por
um solido amorfo formado no processo de vitrificagdo (C) (CARVALHO,
2010).

Em estado liquido, as moléculas de agua possuem maior movimentacdo por se
encontrarem unidas por ligacGes fracas (pontes de hidrogénio). Durante a realizagdo do
procedimento do congelamento lento, forma-se um estado cristalino caracterizado por
um solido organizado, no qual as moléculas estdo unidas por um maior numero de
ligacOes e estas se dispdem de forma fixa e hexagonal, resultando em um afastamento
das moléculas e formacdo de cristais. JA no processo de vitrificacdo, observa-se um
estado de ndo-equilibrio, conhecido como estado vitreo, caracterizado por um sélido
amorfo em que parte das cadeias moleculares encontra-se desorganizada, permitindo
certa flexibilidade entre as moléculas (CARVALHO, 2010).

O processo de vitrificagcdo foi rapidamente adotado como um método préatico
alternativo ao congelamento de espermatozoides, odcitos e embrides usados na
medicina reprodutiva humana e em animais de producdo devido a simplicidade na sua

execucdo, rentabilidade econdmica e velocidade do procedimento de preservagédo
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(VAJTA et al., 1998). Atualmente, vérios trabalhos também tém mostrado a utilizacdo
desse método para a criopreservacdo de tecido ovariano considerando a reducdo do
tamanho dos fragmentos (o que favorece a entrada e difusdo do soluto); reducdo do
tempo de exposicdo aos crioprotetores; usando 0s crioprotetores mais adequados a
espécie; diminuicdo do volume da solugdo a ser vitrificada; e aumento da velocidade de
vitrificagdo (DELA PENA et al., 2002; ISACHENKO et al., 2003; LUCCI et al., 2004b;
CHOI et al., 2008; LUNA et al., 2008a; BICALHO & LUNA, 2008; SILVA & LUNA,
2009; MONIRUZZAMAN et al., 2009; BAO, 2010). Obtendo resultados satisfatorios
como 0 nascimento de animais ap0s 0 enxerto de tecido ovariano previamente
vitrificado (DELA PENA et al., 2002; AL-AGHBARI & MENINO, 2002; BORDES et
al., 2005).

2.5 Estresse oxidativo e o Acido Ascérbico

No processo de criopreservacdo do ovario podem ocorrer danos celulares em
qualquer momento, que podem ocasionar estresse osmotico na célula. Durante o tempo
de exposicdo e equilibrio tecidual com a solugdo de crioprotetor, 0s principais prejuizos
ocasionados sdo danos toxicos e osmoticos (VAJTA, 2000). No entanto, € possivel que
a inclusdo de uma substancia antioxidante como o acido ascérbico na solucdo de
vitrificacdo para a criopreservacdo de foliculos pré-antrais diminuissem esses danos,
reduzindo os efeitos das espécies reativas de oxigénio (ROS).

O metabolismo oxidativo € essencial para produgédo de energia celular que regula
0s processos fisiologicos, entretanto, estd inevitavelmente associado com a geragédo de
espécies reativas ao oxigénio. O processo de geracdo de ROS € um componente chave
de processos como inflamacdo, isquemia, envelhecimento e carcinogéneses. Além
disso, o desbalango entre oxidante e antioxidante favorece a formacdo de perdxidos
causando estresse oxidativo e consequentemente sequelas patoldgicas (OCHSENDOREF,
1999). Os processos atuais de criopreservacdo envolvem diferentes etapas que no seu
transcorrer levam a producdo de ROS, dentre estes destacam-se o radical livre
superdxido e peroxido de hidrogénio. De acordo com Mignotte e Vayssiere (1998), o
acumulo dessas substancias pode gerar necrose em decorréncia da peroxidagdo lipidica
em diversas biomoléculas, ou, até mesmo, danos no DNA. Além disso, podem causar a
oxidacdo de moléculas chaves, liberando proteases, lipases e nucleases dentro das

mitocondrias, culminando com a morte celular (FIERS et al., 1999). A protecdo contra
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0s ROS pode ser fornecida por degradacdo enzimética (catalase, superoxido dismutase,
glutationa peroxidase), remocdo pelos antioxidantes, e reparacdo molecular. O
mecanismo de acdo dos antioxidantes é bem variado, desde a remog¢édo do oxigénio do
meio, varredura dos ROS, sequestro de metais catalizadores da formacao de radicais
livres, aumento da geracdo de antioxidantes enddégenos ou mesmo a interagdo de mais
de um mecanismo podendo ser classificados como enziméticos e ndo enzimaticos
conforme a estrutura do agente antioxidante (TUCKER & TOWNSEND, 2005).

O é&cido ascorbico é uma vitamina hidrossolivel ndo enzimatica, classificado
como antioxidante. E utilizado para transformar os ROS em formas inertes, além de ser
uma molécula usada na hidroxilacdo de varias outras reagdes bioquimicas nas células
(SEBRELL & HARRIS, 1967). Tal substancia encontra-se em todos os tecidos animais
e esta presente principalmente nas glandulas hipofisarias e adrenais, bem como nas
gbnadas (LUCK et al., 1995). No ovario, o acido ascorbico é encontrado nas células da
granulosa, células da teca interna, células luteinicas e no oécito (THOMAS et al., 2001).
As propriedades antioxidantes do &cido ascorbico sdo atribuidas a sua capacidade de
reduzir danos causados pelos ROS pela formacdo do ascorbato, um radical livre estavel
(BUETTNER, 1993). Este mecanismo desempenha inimeras fungdes de protecdo a
célula que incluem a prevencdo de mutagdes no DNA (LUTSENKO et al., 2002), a
protecdo contra a peroxidacdo lipidica (BARJA et al., 1994; Kimura et al., 1992) e a
reparacdo de aminoacidos oxidados para manutencdo da integridade de proteinas
(BARJA et al., 1994; CADENAS et al., 1998), a producdo de hormonios esterdides
(TSUJI et al., 1989) e inibicdo da apoptose em células da granulosa em bovinos (TILLY
& TILLY, 1995) e em complexos cumulus-o6cito de camundongas (EPPIG et al., 2000;
MURRAY et al., 2001).

2.6 Métodos de avaliacdo de FOPAs resfriados e vitrificados

Apos o periodo de resfriamento e vitrificacdo, é necessario avaliar e analisar o
grau de comprometimento da morfologia e viabilidade do tecido ovariano. Pela técnica
de Histologia Cléssica (HC), pode-se verificar sinais avangados de atresia, como a
picnose nuclear, danos citoplasmaticos, destacamento das células da granulosa e danos
na membrana basal (DEMIRCI et al., 2002). Além de permitir a classificacdo dos

foliculos quanto ao seu estagio de desenvolvimento (primordial, transi¢do, priméario ou
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secundario; LIMA, 2012). Contudo, a morfologia folicular nem sempre esta
correlacionada com a integridade ultraestrutural das organelas celulares, as quais podem
ser avaliadas via Microscopia Eletronica de Transmissdao (SANTOS et al., 2006a) ou
Microscopia Confocal (DE SANTIS et al., 2007).

Para detectar a viabilidade dos foliculos apds isolamento do tecido ovariano, tém
sido utilizados corantes vitais como o Azul de Trypan (PINTO et al., 2008) e
marcadores fluorescentes como a Calceina-AM e Etidio-Homodimero-1 (AERTS et al.,
2008). O Azul de Trypan avalia a integridade da membrana celular. Nos foliculos nédo
viaveis, com membranas danificadas, ocorre penetragdo do corante, que pode ser
visualizada em microscopio invertido (JEWGENOW et al., 1998), foliculos ndo corados
séo considerados viaveis.

Logo apds a criopreservacdo podem ocorrer alteracfes moleculares que se
manifestam com a retomada do metabolismo e desenvolvimento folicular
(SIEBZEHNRUBL et al., 2000). Para evidenciar estas possiveis alteracoes, diversos
estudos tém destacado o cultivo in vitro como uma ferramenta valiosa para verificar a
qualidade folicular (CECCONI et al 2004; TSURIBE et al, 2009; BORGES et al 2009;
FAUSTINO et al, 2010). Outros pesquisadores tém usado o transplante do tecido
ovariano para a retoma da funcédo ovariana (SALLE et al., 2003; ARAYV et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1  Local de execucdo do trabalho

O presente estudo foi realizado de Setembro a Outubro de 2011, no Laboratério
de Fisiologia e Reproducdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa, no municipio de Vigosa, regido da Zona da Mata do Estado de Minas

Gerais, Brasil.

3.2  Protocolo experimental

3.2.1 Experimento I: Morfologia de foliculos ovarianos pré-antrais bovinos,
resfriados a 4 °C por quatro e 24 horas e vitrificados em solucdo de
DMSO e EG acrescidos ou ndo de SAC e/ou AA.

Foram utilizados ovarios (n=10) coletados de cinco novilhas mesticas com 14 a
16 meses de idade (pré-puberes), recém abatidas no Departamento de Zootecnia. Apos a
coleta, os ovarios foram lavados em &lcool 70% e em seguida, duas vezes em Meio-
Transporte (MT) contendo 0 meio TCM-199 acrescido de HEPES (solugcdo tampéo) e
antibidticos (100 mg/L de penicilina e 100 mg/L de estreptomicina). Imediatamente no
laboratorio, 22 fragmentos foram retirados da regido cortical de cada par de ovarios com
aproximadamente 9 mms3, empregando I&minas de bisturi em condic6es estéreis (Figura
3). Posteriormente, dois fragmentos foram fixados em solugdo Carnoy por quatro horas
para o processamento histolégico (controle fresco; CF) e os 20 fragmentos restantes
foram depositados em tubos de Falcon de 50 mL contendo 20 mL de MT e colocados
em caixa de isopor com &gua e gelo para o resfriamento dos fragmentos a 4 °C por dois
periodos, quatro e 24 horas.

.

Figu ra 3. F‘agentos do tecido ovariano bovino.
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Dos 20 fragmentos resfriados, quatro foram fixados constituindo o controle
resfriado apds quatro e 24 horas (dois fragmentos cada; C4h, C24h) e os 16 restantes
foram distribuidos em quatro tratamentos de vitrificacdo, dois para cada tempo de
resfriamento, respectivamente (Tabela 2; Figura 5).

Tabela 2. Tratamentos de vitrificagdo de fragmentos ovarianos bovinos contendo
foliculos pré-antrais resfriados por quatro e 24 horas.

TRATAMENTOS SOLUCAO DE VITRIFICACAO

4h 24h

Vda - V24a : TCM-199+DMSO15M+EG15M

Vib - V24b : TCM-199+DMSO15M+EG15M+ SACO0,5M

Vic - V24c : TCM-199+DMSO 15M+EG15M+ AA 0,1 mM/L

V4d - V24d : TCM-199+DMSO15M+EG15M+SACO0,5M+ AA 0,1 mM/L

V4: Vitrificacdo de fragmentos resfriados por 4 horas; VV24: vitrificacdo de fragmentos resfriados por 24
horas; TCM-199: Meio de cultivo de tecido-199; DMSO: Dimetilsulféxido; EG: Etilenoglicol; SAC:
Sacarose; AA: Acido Ascorbico.

3.2.1.1 Vitrificagdo dos FOPAs bovinos in situ

Para vitrificacdo, os fragmentos de tecido ovariano foram expostos as solucGes
por um periodo de equilibrio de cinco minutos a temperatura ambiente, posteriormente
colocados em criotubos (tampa com rosca externa, volume de 2 mL de fundo conico;
JIMENEZ, 2010) e imediatamente imersos em nitrogénio liquido (-196 °C; Figura 4)
onde permaneceram por trés dias.

Figura 4. Criotubos para vitrificagdo de FOPAs bovinos inclusos no tecido ovariano.
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3.2.1.2 Aquecimento e remoc¢éao dos crioprotetores

No aquecimento, os criotubos foram expostos por um minuto a temperatura
ambiente e imersos em agua previamente aquecida em banho-maria a 37 °C. Em
seguida, os fragmentos foram distribuidos para remocéo total dos crioprotetores no meio
TCM-199 acrescidos de concentragcdes decrescentes de SAC (0,5 M; 0,25 M; e 0 M),
sendo realizadas duas lavagens em cada meio. Apos as lavagens, os fragmentos foram

fixados em solugdo Carnoy para analise morfologica por meio da Histologica Classica.

3.2.1.3 Andlise morfoldgica

Apols as quatro horas de fixacdo, os fragmentos de tecido ovariano foram
desidratados em solucGes alcodlicas crescentes (70%, 80%, 90%) e em seguida em trés
banhos de alcool absoluto, permanecendo uma hora em cada. Posteriormente, 0s
fragmentos foram diafanizados em trés banhos de xilol e embebidos em parafina.
Finalmente os fragmentos incluidos em blocos de parafina foram seccionados
seriadamente com espessura de 5um. Cada 6% sec¢do foi montada em lamina e corada
pelo método do &cido periodico de Schiff (PAS)-hematoxilina (CARVALHO, 2010).
As laminas foram examinadas no microscopio 6ptico em aumento de 40x e contados 30
foliculos pré-antrais por cada lamina com cinco repeti¢bes (150 FOPAS por tratamento)
(LIMA, 2012).

3.2.1.4 Classificagao de foliculos pré-antrais

De acordo com o estagio de desenvolvimento os foliculos pré-antrais foram
classificados como: 1) Primordiais (uma camada de célula da granulosa pavimentosa ao
redor do odcito); 2) Transicdo (uma camada de células da granulosa pavimentosas e
clbicas); 3) Primario (uma camada de células da granulosa cubicas) e 4) Secundario
(duas ou mais camadas de células da granulosa cubicas ao redor do odcito)
(FIGUEIREDO et al., 2003).

Estes foliculos foram ainda classificados morfologicamente em normais ou
degenerados, sendo considerados normais aqueles foliculos que apresentaram odcito
intacto circundado por células da granulosa bem organizadas em uma ou mais camadas

e sem nucleo picnotico ou degenerados em Grau 1 (foliculos apresentando o odcito
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degenerado) e foliculos degenerados em Grau 2 (foliculos apresentando o odcito e

células da granulosa degenerados).

Cah
(2 Frag.)

HC

OVARIO
(22 Frag.)
CF | HC
(2 Frag.)
RESFRIAMENTO 4 °C
TCM-199+HEPES+Antibidticos
(20 Frag.)
I I
4 Horas 24Horas | [ C24h
(10 Frag) (10 Frag.) (2 Frag.)
[
| SOLUGAO VITRIFICACAO | HC
I
[va |[wo [ ve |[va |

VITRIFICACAO
(16 Frag.)

REMOGCAO CRIOPROTETORES

E AQUECIMENTO

| HISTOLOGIA CLASSICA |

| ANALISE MORFOLOGICA |

| PRIMORDIAL - TRANSIGAO - PRIMARIO - SECUNDARIO |

| NORMAL | | DEGENERADO |

Figura 5. Representacdo esquematica da analise morfolégica de foliculos pré-antrais

inclusos no tecido ovariano bovino.
Frag.: Fragmentos; HC: Histologia Classica; CF: Controle fresco; C4h: Controle de fragmentos
resfriados por 4 horas; C24h: Controle de fragmentos resfriados por 24 horas; Va; Vb; Vc; Vd:

Solugdo de vitrificacdo a, b, ¢, d, respectivamente.
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3.2.2 Experimento I1: Viabilidade de foliculos ovarianos pré-antrais bovinos,
resfriados a 4 °C por quatro e 24 horas e vitrificados em solu¢do de DMSO e EG

acrescidos ou ndo de SAC e/ou AA.

Para uma melhor avaliacdo dos foliculos pré-antrais bovinos, foi realizada uma
andlise de viabilidade por meio da coloragdo Azul de Trypan (AT). Ovarios bovinos
(n=10) adicionais foram coletados de cinco novilhas de 14 a 16 meses de idade (pré-
puberes), recém-abatidas no Departamento de Zootecnia da UFV, em seguida, no
laboratdrio, os ovarios foram fatiados e fragmentados obtendo-se 22 fragmentos de cada
par de ovarios, assim distribuidos: dois para controle fresco imediatamente processados
por isolamento mecénico (zero hora) e 20 fragmentos resfriados em MT a 4 °C nos
periodos de quatro e 24 horas e posteriormente vitrificados como foi descrito no
experimento | e ap6s aquecimento foram imediatamente submetidos ao isolamento

folicular para analise da viabilidade (Figura 6).

3.2.2.1 Anélise da viabilidade folicular

Os foliculos pré-antrais provenientes dos controles resfriados (quatro e 24 horas)
e dos fragmentos vitrificados ap0s aquecimento e remoc¢do dos crioprotetores, foram
seccionados em fragmentos pequenos e uniformes, empregando laminas de bisturi, os
cortes foram realizados nos eixos longitudinais, transversais e obliquos, da regido
externa para a interna do cortex ovariano (FIGUEIREDO et al., 2002), ap0s este
seccionamento foram colocados em meio TCM-199 adicionado de 10% de Albumina
Sérica Bovina (BSA). Em seguida, as solucbes de fragmentos foram suspensas por
repetidos movimentos de sucgdo (40x) com pipeta de Pasteur de 1000 um e 600 um de
diametro. Posteriormente, foi realizada a filtragdo sucessiva da suspenséo, duas vezes
em malha de nylon de 100 um. Em seguida, foi analisada a viabilidade dos foliculos
pré-antrais por meio da coloragdo de AT, adicionando 5 uL de 0,4% de AT a cada 100
uL de solgdo e incubados por 1 minuto & temperatura ambient e. Apds, os foliculos
foram examinados para avaliar a integridade da membrana celular via penetragéo do
corante (AMORIM et al., 2003), usando um microscopio invertido e classificados como

vivos ou mortos quando ndo corados ou corados com AT, respectivamente. 150
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foliculos foram analisados por tratamento, totalizando 1650 foliculos nas cinco
repeticdes em todos os tratamentos testados.

OVARIO
(22 Frag.)
CF 1 IM
(2 Frag.)
RESFRIAMENTO 4 °C
TCM-199+HEPES+Antibidticos
(20 Frag.)
I I
C4h | | 4Horas 24Horas | [ C24h
(2 Frag.) (10 Frag) (10 Frag.) (2 Frag.)
[ [
IM | SOLUGAO VITRIFICACAO | IM
I
[va |[wo [ ve |[va |
I
VITRIFICAGAO
(16 Frag.)

REMOGCAO CRIOPROTETORES
E AQUECIMENTO

I

| ISOLAMENTO MECANICO |
I

| CORAR AZUL TRYPAN |
I

| MICROSCOPIO INVERTIDO |

| I
| VIVOS | | MORTOS|

Figura 6. Representacdo esquematica da analise da viabilidade de foliculos pré-antrais

solados mecanicamente do tecido ovariano bovino.

Frag.: Fragmentos; IM: Isolamento Mecénico; CF: Controle fresco; C4h: Controle de
fragmentos resfriados por 4 horas; C24h: Controle de fragmentos resfriados por 24 horas; Va;
Vb; Vc; Vd: Solucéo de vitrificacdo a, b, c, d, respectivamente.
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5.3 Analises estatisticas

Para avaliar o efeito do tempo sobre os fragmentos ovarianos resfriados a 4 °C e
analisar as porcentagens de foliculos viaveis avaliados com AT, foi utilizado o Teste de
Qui-quadrado a 5% de probabilidade (SAMPAIO, 2002) ou o Teste Exato de Fisher
quando o numero de repeti¢des foi menor que 30 foliculos. Para a morfologia folicular,

foi utilizado o seguinte modelo experimental:
yijk =u+ti+vj+ti*vj+eijk

Em que,y; = corresponde as variaveis respostas (primordial normal, primordial
degenerado, transicdo normal, transicdo degenerado, primario normal, primario

degenerado, secundario normal, secundario degenerado); u= media geral para cada

varidvel; t; = efeito do tempo de resfriamento (4 e 24 horas) sobre as variaveis

respostas; v; = efeito das solucdes de vitrificagdes (controle, Va, Vb, Vc e Vd) sobre as
variaveis respostas;t; = v;= efeito da interacdo entre os fatores tempo de resfriamento e
solugdo de vitrificagao;e; ;= efeito residual incidente em cada uma das repeticoes.

A Anélise de Variancia (ANOVA) foi executada por meio do Procedimento
PROC GLM do Programa SAS, utilizado para comparar os dois tempos de
resfriamento, enquanto para a solucdo de vitrificagdo os resultados que diferiram
estatisticamente pela ANOVA foram testados pelo SNK (Student Newman Keuls Test),

também ao nivel de 5% de probabilidade.
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6. RESULTADOS

Experimento 1: Morfologia de foliculos ovarianos pré-antrais bovinos,
resfriados a 4 °C por quatro e 24 horas e vitrificados em solucdo de DMSO e EG

acrescidos ou ndo de SAC efou AA.

Analise morfologica de FOPAs bovinos apos resfriamento

Para avaliar a morfologia de FOPAs ap06s resfriamento a 4 °C foram analisados
450 foliculos pré-antrais (150 foliculos por tratamento; Tabela 3). Na avaliacdo, foi
constatado que ndo houve diferenca (P>0,05) entre o grupo controle fresco e 0 grupo
resfriado por 4 horas, sendo as percentagens de foliculos morfologicamente normais de
99,3 % e 96,0 % respectivamente. Em contraste, a conservacao de foliculos no meio-
transporte por 24 horas mostrou uma redugdo na porcentagem (P<0,01) de foliculos

normais (86,0 %).

Tabela 3. Analise morfoldgica de FOPAs bovinos frescos e apos resfriamento a 4 °C,
durante quatro e 24 horas.

FOPAs NORMAIS

TRATAMENTOS N % Geral

CF 149° 99,3 150

Cah 1442 96,0 150
b

C24h 129 86.0 150

Valores com letras diferentes sobrescritas (a, b) indicam diferenga (P<0,01) entre tratamentos pelo teste
do qui-quadrado. CF: Controle fresco (zero hora); C4h: Controle de FOPAs resfriados a 4°C por quatro
horas. C24h: controle de FOPAs resfriados 4°C por 24 horas.

Analise morfologica de FOPAs bovinos apos vitrificagdo

A interacdo entre o tempo de resfriamento (4 e 24 h) e as solugbes de
vitrificacdo, ndo apresentou efeito (P>0,05) para nenhum dos foliculos classificados de

acordo com o estadio de desenvolvimento e morfologicamente como normais e
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degenerados. Desconsiderando o efeito do tempo e a interacdo tempo e solugdo de
vitrificacdo, a tabela 4 mostra o efeito das solugdes de vitrificacdo sobre os FOPAS.
Foram avaliados 1500 FOPAs apds vitrificacdo, sendo 785 foliculos
classificados morfologicamente normais assim distribuidos: 273 para o grupo controle
(C), 112 para o tratamento Va (TCM-199+DMSO+EG), 126 para o tratamento Vb
(TCM-199+DMSO+EG+SAC), 153 para 0  tratamento  Vc (TCM-
199+DMSO+EG+AA) e 121 para o tratamento Vd (TCM-199+DMSO+EG+SAC+AA),
os restantes foram considerados foliculos degenerados. Apos as analises dos dados, foi
observada uma diminuicdo (P<0,05) nos FOPAs normais apos vitrificagdo com relacéo
ao grupo controle. No entanto, quando comparado os tratamentos de vitrificagdo, a
solucdo Vc foi mais efetiva que os demais tratamentos no que se refere a manter a
viabilidade folicular (P<0,05), apresentando um alto numero de foliculos com o odcito
intacto circundado por células da granulosa bem organizadas. Foliculos vitrificados na
solucdo Vb e Vd apresentaram danos como retracdo oocitaria e presenca de nucleo
picndtico e no tratamento Va, além da degeneracdo do o00cito, as células da granulosa se

encontravam desorganizadas.

Tabela 4. Percentual de FOPAs morfologicamente normais ou degenerados apds

vitrificacao.
SOLUCAO DE CLASSIFICACAO
VITRIFICACAO NORMAIS DEGENERADOS
C 91,0% 9,0°
Va 37,3° 62,7°
Vb 42,0° 58,0%
Ve 51,0° 49,0°
vd 40,3° 59,7%

Valores com letras diferentes sobrescritas (a,b,c) na mesma columa indicam diferenca (P<0,05) na
classificacdo de FOPAs normais e degenerados pelo teste de medias SNK (Student Newman Keuls). C:
Controles resfriados a 4°C por quatro e 24 horas. Va: solucdo de vitrificagdo meio TCM-199 +
Dimetilsulféxido 1,5M (DMSO) + Etilenoglicol 1,5M (EG). Vb: solucdo de vitrificagdo TCM-199 +
DMSO 1,5M + EG 1,5M + Sacarose 0,5M (SAC). Vc: solucdo de vitrificagdo TCM-199 + DMSO 1,5M
+ EG 1,5M + Acido Ascdrbico 0,1 mmol/L (AA). Vd: solucéo de vitrificagdo TCM-199 + DMSO 1,5M +
EG 1,5M + SAC 0,5M + AA 0,1 mmol/L.
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Experimento Il: Viabilidade de foliculos ovarianos pré-antrais bovinos,
resfriados a 4 °C por quatro e 24 horas e vitrificados em solu¢do de DMSO e EG

acrescidos ou ndo de SAC e/ou AA.

A andlise de viabilidade folicular foi realizada por meio da coloracdo Azul de
Trypan. A figura 7 ilustra foliculos viaveis e ndo viaveis ap6s procedimento de

resfriamento e vitrificagéo.

Figura 7. Foliculos pré-antrais mecanicamente isolados e expostos ao corante vital azul
de Trypan. (A) Foliculo pré-antral vivo (ndo corado). (B) Foliculos pré-antrais

mortos (corados).

Analise da viabilidade de FOPAs bovinos ap0s resfriamento

Analisaram-se 450 foliculos pré-antrais isolados pelo método de isolamento
mecanico do tecido ovariano bovino (150 foliculos por tratamento), para avaliar a
viabilidade apos resfriamento a 4 °C. O resfriamento dos FOPAs conservados no meio-
transporte por quatro e 24 horas reduziu (P<0,01) a porcentagem de foliculos viaveis
(78,7 e 74 %, respectivamente) em relacdo aos foliculos do grupo controle (94 %), no
entanto, ndo foram observadas diferencas (P>0,05) na porcentagem de foliculos a 4 °C

entre os dois periodos de resfriamento (Tabela 5).

Analise da viabilidade de FOPAs bovinos apds vitrificacao

A andlise da viabilidade com Azul Trypan feita em 1.650 foliculos pré-antrais
bovinos revelou que somente o tratamento (V4c) contendo os agentes crioprotetores
DMSO, EG e suplementados com AA foi capaz de manter uma percentagem de

foliculos viaveis semelhante ao controle 24 h (66 e 74 %, respectivamente; P>0,05),
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diferente dos tratamentos restantes que mostraram uma reducao (P<0,05) do nimero de
foliculos viaveis apds a vitrificagdo (Tabela 5). O tratamento V24c mostrou melhor
capacidade de manutencdo da viabilidade dos FOPAs em relacdo aos demais
tratamentos de vitrificacdo de fragmentos resfriados por 24 horas (60 %; P<0,05), e ndo
mostrou diferencas (P>0,05) quando comparado aos tratamentos de vitrificacdo de
fragmentos de tecido ovariano resfriados por 4 horas (V4a, V4b, V4c, V4d), indicando
uma vez mais a importdncia do AA na manutencdo de foliculos viaveis apds
vitrificacdo, aquecimento e isolamento mecanico. Além disso, o0s resultados
demonstraram que FOPAs do tratamento \VV24a foram o0s que apresentaram maiores
danos na integridade da membrana mostrando uma alta porcentagem de foliculos
mortos (62 %).

Tabela 5. Viabilidade de foliculos pré-antrais isolados do tecido ovariano bovino, apos
resfriamento e vitrificacéo.

TRATAMENTO N VIVOS %
CF 150 141 94,0
Cah 150 118 78,7°

C24h 150 111 74,0°
Via 150 86 57,3%
V4b 150 89 59,3%
Vic 150 99 66,0
V4d 150 80 53,3
V24a 150 57 38,0"
V24b 150 65 43,3%"
V24c 150 90 60,0%
V24d 150 70 46,7'"

Valores com letras diferentes sobrescritas (a,b,c,d,e,f,g,h) indicam que houve diferenca (P<0,05) entre
tratamentos pelo teste do qui-quadrado. CF: Controle fresco. C4h: Controle resfriado a 4 °C por quatro
horas. C24h: controle resfriado 4 °C por 24 horas. V4a, V24a: resfriamento por quatro e 24 horas
respectivamente e vitrificados no meio TCM-199 + Dimetilsulféxido 1,5M (DMSO) + Etilenoglicol 1,5M
(EG). V4b, V24b: resfriamento por quatro e 24 horas respectivamente e vitrificados no meio TCM-199 +
DMSO 15M + EG 1,5M + Sacarose 0,5M (SAC). V4c, V24c: resfriamento por quatro e 24 horas
respectivamente e vitrificados no meio TCM-199 + DMSO 1,5M + EG 1,5M + Acido Ascérbico 0,1
mmol/L (AA). V4d, V24d: resfriamento por quatro e 24 horas respectivamente e vitrificados no meio
TCM-199 + DMSO 1,5M + EG 1,5M + SAC 0,5M + AA 0,1 mmol/L.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que foliculos pré-antrais inclusos no tecido ovariano
bovino sdo conservados eficientemente a 4 °C por até 4 horas em meio TCM-
199+HEPES e antibidticos, e que a associacdo dos agentes crioprotetores penetrantes
DMSO / EG com o agente antioxidante AA melhora as taxas de sobrevivéncia e

viabilidade durante a vitrificacdo de foliculos pré-antrais bovinos.

Durante o transporte dos ovarios para o laboratério, a auséncia de aporte
vascular impede o suprimento de oxigénio e energia para os ovarios (CHAVES et al.,
2008). A privacdo de oxigénio do tecido resulta em uma mudanca do metabolismo
aerobico para anaerobico, sendo o acido lactico o produto principal, acumulado dentro
da célula causando redugédo do pH (WONGSRIKEAO et al., 2005). Com a intengéo de
reduzir esses efeitos foi usado o resfriamento para provocar uma redugdo no
metabolismo celular, aumentando a resisténcia de foliculos a reducdo de nutrientes e
oxigénio durante a preservacdo in vitro (SILVA et al., 2003). O resfriamento de
fragmentos ovarianos a 4 °C manteve a porcentagem de foliculos pré-antrais normais
similar a de foliculos controle fresco por até 4 horas. A conservacdo bem sucedida de
ovarios a 4 °C também foi demonstrada em solugdes simples, como a solucdo salina
0,9% (Bovinos: LUCCI et al., 2004b; LUNA et al., 2008a; Caprinos: CARVALHO et
al., 2001; COSTA et al., 2002; Ovinos: ANDRADE et al., 2001; Suinos: LUCCI et al.,
2007; BRITO, 2008), em solugdes hiperosmoticas, como a solucdo Braun-Collins
(Caprinos: SILVA et al., 2000) ou em solucdes ricas em nutrientes, como o0 TCM-199
(Bovinos: CELESTINO et al., 2007; Caprinos: FERREIRA et al., 2001, COSTA et al.,
2005; Ovinos: ANDRADE et al., 2002; MATOS et al., 2004). Os foliculos pre-antrais
utilizam nutrientes de duas fontes, uma de seu proprio estoque enddgeno e outra, 0 meio
de conservacédo utilizado (SANTOS et al., 2002). Neste estudo, FOPAs bovinos foram
capazes de sobreviver com suas reservas energeticas e nutrientes: glicose, sais
inorganicos, vitaminas e aminoacidos proporcionados pelo meio TCM-199. Outros
estudos ttm comparado a eficiéncia do TCM-199 com a solucdo salina 0,9 % (SS) na
preservacao de FOPAs na espécie bovina (CELESTINO et al. 2007) e ovina (MATOS
et al.,, 2004) mostrando a importancia da composicdo do meio TCM-199 para a
manutencdo da viabilidade folicular, especialmente quando o tempo e temperatura de

incubagdo sdo aumentados, pois, com o aumento do metabolismo, aumenta
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consequentemente o consumo de nutrientes do meio. No presente estudo, foi observado
também que os fragmentos ovarianos submetidos a 24 horas de resfriamento
aumentaram a porcentagem de FOPAs degenerados, isto pode ser devido a alteracdes na
permeabilidade da membrana celular induzida pela falta de oxigénio, que podem levar
ao aumento de &gua intracelular e do volume celular, vacuolizacdo citoplasmatica e,

consequentemente, degeneragéo celular (BARROS et al., 2001).

A preservacdo dos FOPAs pode ser realizada por um curto (resfriamento) e
longo periodo (criopreservacdo) e a associacdo destas duas técnicas é essencial para
garantir que as células permanecam com uma baixa taxa metabdlica durante um
determinado tempo de estocagem, a fim de que possam ser resgatadas para continuar o
seu desenvolvimento in vitro. Conforme os resultados obtidos neste trabalho,
indiferentemente do tempo de resfriamento, os FOPAs que foram vitrificados
mostraram uma reducdo no percentual de foliculos classificados morfologicamente
como normais. As lesdes causadas nas células sdo atribuidas a intensa liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). O acumulo dos ROS na célula promove o estresse
oxidativo, que é caracterizado por um distarbio entre os sistemas pro-oxidantes e
antioxidantes da célula (AGARWAL et al., 2005). Em situa¢fes que existe maior
ocorréncia de eventos oxidativos, o sistema tende para o lado pré-oxidativo, o que pode
afetar os niveis de antioxidantes intracelulares e, dependendo da severidade deste
processo, pode ser letal a célula (DE LAMIRAANDE & GAGNON, 1995). Quando
foram comparados os tratamentos de vitrificacdo, foi determinado que FOPASs bovinos
vitrificados na presenca de DMSO e EG adicionados do agente antioxidante AA
conservam eficientemente os foliculos diminuindo as crioinjurias. Resultados
semelhantes foram encontrados por Lane et al. (2002) utilizando a mesma concentracéo
(0,1 mM) de ascorbato na criopreservacdo de embrides de camundongas. Além disso, o
uso do AA tem sido bem sucedido na criopreservacdo de sémen (Bovino: BORGES,
2003; FOOTE et al., 2002; Caprino: CASTILHO et al., 2009), assim como no cultivo in
vitro de FOPAs (Bovinos: TOMAS et al., 2001; Caprinos: ROSSETTO et al., 2009,
SILVA et al., 2011 e Camundongas: MURRAY et al., 2001). Em geral, as substancias
antioxidantes permitem maior protecdo as membranas plasmaticas por agirem
removendo os radicais livres. A manutencdo da integridade morfologica das células
germinativas também foi demonstrada no emprego de outros antioxidantes como o a-

tocoferol na vitrificacdo de FOPAs bovinos (JIMENEZ, 2010) ou seu andlogo
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hidrossoltvel Trolox C na criopreservacdo de sémen bovino (BORGES, 2008) assim
como na adi¢do do agente enzimatico Catalase na solugdo de congelamento do tecido

ovariano caprino (LUZ, 2010).

Todas as solugbes de vitrificagdo deste trabalho possuiam a combinagdo dos
agentes crioprotetores penetrantes (DMSO e EG), que tém sido relatados como 0s
melhores agentes crioprotetores por diminuirem os danos para os oocitos e foliculos
pré-antrais em diferentes espécies (Bovinos: LUCCI et al., 2004a; CELESTINO et al.,
2008; Suinos: BORGES, 2009a; Caprinos: SANTOS et al., 2006b; RODRIGUES et al.,
2004; Ovinos: SANTOS et al., 2006a; CAPPACHIETTI et al., 2004; CECCONI, 2004;
Humano: SCHMIDT et al., 2003; Felinos: LIMA et al., 2006), em funcéo de sua féacil
permeabilidade no tecido. Entretanto, quando os tecidos ovarianos contendo FOPAs
foram expostos a solucdo de vitrificagdo DMSO, EG acrescidos ou ndo de SAC durante
cinco minutos e em seguida colocados no Nitrogénio Liquido, as porcentagens de
degeneracdo morfologica aumentaram, sem manifestar diferenca entre os tratamentos.
Porém, a SAC parece ndo ser efetiva na vitrificacdo de FOPAs bovinos, visto que a
adigéo deste crioprotetor aumenta a propenséo a lesdes intracelulares. Bao et al. (2010)
ao usarem o mesmo protocolo, evidenciaram a geracdo de danos osmaticos em foliculos
primordiais quando usaram SAC na solugdo de vitrificacdo. Em estudos anteriores,
Bicalho e Luna (2008) utilizando o crioprotetor EG na presenca ou ndo de SAC e
concluiram que SAC ndo confere protecdo aos foliculos e sugeriram ainda que seu uso
seja desnecessario no processo de criopreservacdo. Em contraste, pesquisas feitas em
outras espécies, relatam o efeito benéfico da utilizagio da SAC na solucdo de
criopreservacao. Salehnia et al. (2002) mostrou um efeito protetor da vitrificagdo com
40% EG + 0,5 M de sacarose na ultraestrutura de FOPAs murinos. Anos mais tarde,
Hasegawa et al. (2004) demonstrou ainda o crescimento in vitro de FOPAs murinos, as
quais foram isoladas a partir de tecidos de ovério vitrificados em presenca dos agentes
crioprotetores EG, DMSO e SAC. Santos et al. (2007) utilizando estes mesmos agentes
demonstrou que FOPAs ovinos podem manter a morfologia e viabilidade apoés

vitrificacao.

A criopreservacdo pode induzir ruptura da membrana celular imperceptiveis
apos analise por histologia classica, e resultar na morte de foliculos apds o aquecimento
(MARTINEZ-MADRID et al., 2004). Assim, células morfologicamente intactas podem

30



ndo permanecer viaveis ou funcionais (SANTQOS, 2005). Com base nisto, foi empregado
o corante azul de trypan para verificar a viabilidade da populacdo de foliculos isolados
via penetracdo do corante nas membranas danificadas (AMORIM et al., 2003)
considerando como mortos os foliculos corados e vivos 0s ndo corados. Esse método
mostrou que o percentual de FOPAs viaveis apos resfriamento e vitrificagdo no meio
TCM-199 acrescidos de DMSO, EG e AA foi melhor em comparagdo aos outros
tratamentos de vitrificacdo, apresentando semelhangca com o grupo controle 24 horas,
isto ratifica uma vez mais, a importancia do agente antioxidante na preservacdo das
membranas celulares e sobrevivéncia de FOPAs. Mas, apesar dos resultados obtidos, o
tratamento anteriormente mencionado (TCM-199, DMSO, EG e AA) reduziu a
viabilidade folicular em relacdo ao controle quatro horas e controle fresco ou néo
vitrificado. Esta reducdo na porcentagem tem sido causada pela manipulacdo dos
FOPASs ap0s aquecimento e isolamento mecénico. A separacdo das celulas do tecido
ovariano pode aumentar a probabilidade de modificacGes prejudiciais, seja pelos
componentes extracelulares, por procedimentos laboratoriais ou implementos utilizados
para seu procedimento (JIMENEZ, 2010). E importante que a analise da viabilidade no
microscopio invertido seja continua aos procedimentos de isolamento para evitar

injdrias na estrutura dos FOPAs.

6. PERSPECTIVAS

No presente estudo verificou-se a eficiéncia do AA na manutencdo da
morfologia assim como na viabilidade de FOPAs bovinos durante o processo de
vitrificacdo, podendo ser uma alternativa na composicdo da solucdo para a
criopreservacdo de foliculos. No entanto, faz-se necessaria a execugdo de mais
pesquisas, no sentido de determinar a concentragdo ideal do antioxidante AA na
vitrificacdo de FOPAs isolados ou inclusos no tecido ovariano. Além disso, recomenda-
se a realizacdo de um cultivo in vitro do tecido ovariano, a fim de comprovar a
capacidade do foliculo em manter-se viavel e funcionalmente normal, apdés o

procedimento de vitrificagdo descrito neste estudo.
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7. CONCLUSOES

Foliculos pré-antrais inclusos no tecido ovariano bovino conservam a
morfologia eficientemente quando séo resfriados a 4 °C por ate 4 horas
em meio TCM-199+HEPES+Antibioticos.

A associacdo dos agentes crioprotetores penetrantes DMSO / EG com o
agente antioxidante acido ascorbico (AA) melhora as taxas de
sobrevivéncia e melhora o porcentual de células com integridade

morfoldgica na vitrificagdo de foliculos pré-antrais bovinos.
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